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研究成果の概要（和文）：  
 イオンポンプは，生体膜を隔ててイオンを輸送する膜タンパク質の一種であり，ATP を加水
分解して得られる化学エネルギーを用い，濃度勾配に逆らってイオンを能動輸送する。近年，
形質膜中でカチオン輸送を行う P 型 ATPase の中の一つである筋小胞体カルシウムポンプ
(SERCA)の結晶構造解析が進み，ダイナミックな構造変化を伴うイオン輸送の実体が明らかに
されつつある。 
 本研究では，そうした P 型 ATPase の反応動態を一分子レベル・リアルタイムスケールで解
析し，その分子反応機構に迫ることを目的に，液中高速原子間力顕微鏡を利用した実験・観察
系の構築を行った。これにより，ATP 依存的に上下に構造変化をくり返す SERCA 及び細胞膜
ナトリウムポンプの様子をダイレクトに捉えることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Ion pumps transport specific cationic ion across the biomembrane against a 
concentration gradient through the energy obtained from ATP hydrolysis. Recent 
progresses in crystallographic study of sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA), 
which is one of the best-characterized P-type ATPases, allow us to discuss the 
transport mechanisms involving dynamical structural changes of P-type ATPases. 
     In this study, we constructed a novel method to analyze molecular reaction of 
P-type ATPase at a single molecular level and real time scale using a newly developed 
fast-scanning atomic force microscopy. Using the system, we succeeded to observe 
single molecule of SERCA and plasma membrane sodium pump act as a pumping 
machine by direct detection of their repeatedly up-and-down conformational changes. 
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輸送する膜タンパク質の一種であり，ATP を
加水分解して得られる化学エネルギーを用
い，濃度勾配に逆らってイオンを能動輸送す
る．これらの機能は，生物が生きていく上で
必須である．近年，形質膜中でカチオン輸送
を行う P 型 ATPase の中の一つである筋小胞
体カルシウムポンプ(SERCA)の結晶構造解析
が進み，ダイナミックな構造変化を伴うイオ
ン輸送の実体が明らかにされつつある．その
一方で，SERCA 以外の P 型 ATPase 分子に関
しては研究が遅れている．特に，SERCA に
はないサブユニット構造（-subunit）を持
つ細胞膜ナトリウムポンプでは，構造的側面
からみた反応の全容はもとより，特徴である
-subunit の構造，イオン輸送過程における
-subunit の役割など，依然として不明な点が
多い． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，P 型 ATPase の反応動態を一分
子レベル・リアルタイムスケールで解析し，
その分子反応機構に迫ることを目的に，高速
原子間力顕微鏡観察及び電気生理学的解析
を利用した新規実験観察系の構築を行う．こ
れにより，一分子レベルで P 型 ATPase 分子
の動的構造機能解析が可能となり，ATP の化
学エネルギーを利用したイオン輸送機構の
分子レベルでの理解を目指す． 
 
３．研究の方法 
 P 型 ATPase の一分子動態解析を困難たら
しめている要因は，対象が高等動物の膜タン
パク質であるため発現・精製が困難であり，
変異体の研究が著しく制限されているとい
う試料上の制約，反応速度（イオン輸送速度）
が高速であるため（20-100 cycles/sec）蛍光顕
微鏡を用いた実験手法では一分子レベルで
その動態を追跡することが困難であるとい
う測定上の制約，そして，極一部の膜タンパ
ク質を除いて結晶化がなされておらず，その
構造情報が不明である点が上げられる．こう
した問題に対し，我々は，採取された試料を
“直接見る”というシンプルなアプローチを
とり，液中高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）
を利用した生体分子反応の観察・解析方法の
確立を試みてきた．具体的には，ナノメート
ルスケールの空間分解能・秒間 40 フレーム
(>3000 Hz)の時間分解能で観察可能な高速
AFM を用いて，シャペロニン分子の反応や，
P 型 ATPase が ATP 依存的に 60-80 サイクル
で“首振り運動”をする様子を１分子レベ
ル・リアルタイムに捉えることに成功してい
る．これらの実験手法は，特殊な試料作製方
法（突然変異体の作製や化学修飾）を必用と
せず，少量の試料をもとに直接測定を行うこ
とが可能であるため，精製・結晶化の困難な
膜タンパク質試料の解析にも適している．ま
た，こうした１分子レベルでの生命現象の理
解は，従来のマクロ的な計測では平均化され
て見えなかった現象を直接とらえることが
可能であり，生体分子の反応メカニズムや分
子機能を解明していく上で有効な解析手法
であると考えられる． 
 まず，既に確立されている精製手法に従い，
ウサギ骨格筋筋小胞体（SERCA を多量に含
む小胞）およびイヌ腎臓細胞膜 Na+-Pump を
多量に含む小胞の単離・精製を行った．さら
に，界面活性剤 Deoxycholate (DOC)で可溶可
処理を施した試料も調整し，これらを測定試
料とした． 
 ウサギ骨格筋筋小胞体に関しては，バッフ
ァー(75 mM MOPS-KOH, 150 mM KCl, 7.5 
mM MgCl2, 0.6 mM CaCl2, 0.5 mM EGTA, pH 
7.0)で希釈し，タンパク質濃度 50 ng/l に調
整した．これを劈開し正常な表面を露出させ
た直径 1 mm のマイカ基板上に 2l 滴下し，
30 分間静置することで基板上への試料固定
を行った（図 1）．その後，余分な SR 溶液を
バッファーで洗い流し，高速 AFM により観
察を行った． 
 高速 AFM 測定は，室温中（但し，試料周
辺温度は，およそ 40 度），上記バッファー中
で行い，高速AFMの走査速度は1-5 frames/sec 
(1000 Hz)で行った． 
４．研究成果 
 表面分析装置であるAFMを利用するには，
図 1. 精製 SR 試料および DOC 可溶化 SR 試料．
(A) 試料の大気中 AFM 像および免疫染色蛍光
観察像．DOC 可溶化処理後は，小胞が互いに融
合し大きな膜状試料として存在している様子が
確認された．その際，マイカ基板上の膜厚は 5 
nm 程であり，1 枚の脂質二重膜として基板上に
固定化されている事が確認された．(B) CBB 染
色像．(C) SERCA の反応モデル（Post-Albers 
scheme）． 
  
測定試料の基板上への固定化が必要不可欠
である．本研究では，P 型 ATPase を含む小胞
試料（筋小胞体試料）のマイカ基板上への固
定化には，一切の化学的処理を施しておらず，
静電的相互作用のみで行っている．これによ
り，SERCA の生理的な反応活性を損なうこ
となく，膜試料の固定化を実現し，さらに，
SERCA 分子の膜内の拡散運動を抑制するこ
とにも成功した．本実験環境化においける，
SERCA の二次元拡散係数は 0.4±0.2 nm2/s 
(mean±S.D.)であった．SERCA 分子の存在は，
AFM による構造観察，免疫染色法による蛍光
観察，および電気生理学的解析により確認し
た． 
 続いて，10 nM ATP および 100 M Ca2+イオ
ン存在下において，マイカ基板上に展開した
筋小胞体（細胞質側）中の SERCA 分子を高
速 AFM により観察した結果を図 2A 上に，観
察された構造の X 軸・Y 軸方向の断面を図 2A
下に示す．その結果，時間的に前後に存在す
る構造と比較して，明らかに高さ・形状の異
なる構造（at 4 sec）が存在している事が明ら
かとなった．高さの差は，2-3 nm．構造上の
特徴から，高さが低くY字状の構造がE1-Ca2+
構造（カルシウム結合・ATP 非結合型構造）
で，高さの高い構造（elevated-form）は ATP
結合により誘起された構造（E1ATP, E1P, E2P 
E2 構造等）であると推定される．これを確認
すべく，E1-Ca2+構造，及び E2 構造の観察を
行った．その結果，Ca2+イオン存在下・ATP
非存在下においては，膜上から 5.4±0.8 nm
の高さを持つ構造が多数観察された（図
3A）．これは，E1-Ca2+構造の高さに一致する．
一方，E2 類似構造を形成させる際に用いられ
る Thapsigargin 存在下においては，7.2±1.0 
nm と，E1-Ca2+構造よりも 2 nm 程高い構造を
とる事が確認された（図 3B）． 
 次に，より高い時間分解能で反応を捉える
事を目的に，SERCA の高さ変化のみに着目
し，その経時変化をとらえることを試みた
（図 2B：縦軸が高さ・横軸が時間軸（0-500
ミリ秒）に相当）．その結果，数ミリ秒とい
う非常に短い時間 elevated-formを保ったのち，
直ちに元の高さに戻るという現象が繰り返
し観察された．この現象は，ATP 濃度に依存
し，ATP 濃度（0-100 M ATP）の上昇に伴い
上下運動の頻度が増えるという結果が得ら
れた（図 4A）．一方，カルシウムイオン濃度
を下げていくと，elevated-form に留まる時間
が長くなるという結果が得られた．これら反
応上の特徴および Post-Albers scheme との対
比から，図 2B にみられる 1 ピークが SERCA
反応の１サイクルに相当すると考えられる．
さらに，1 mM ATP 存在下においては，高さ
変化が殆どみられず elevated-formをとり続け
るという興味深い結果が得られた（図 4B）．
これは，高濃度 ATP 存在下において，これま
で着目してきた E1-Ca2+構造を経ない新しい 
反応過程を示唆するものである． 
  
図 3. SERCA 細胞質ドメインの膜上高さの分布．
(A) 100 M Ca2+イオン存在下・ATP 非存在下にお
ける高さ分布．(C) 10 nM Ca2+イオン存在下・10 
M TG 存在下における高さ分布． 
図 2. 高速 AFM による SERCA の一分子反応観
察．(A) Ca2+イオン，及び，ATP 存在下におけ
る SERCA 構造のタイムラプス像．下段にはそ
れの X, Y 軸方向の断面を示す．測定開始後か
ら 3-4 秒目に，その前後とは明らかに高さ・形
状の異なる構造が観察された． (B), (C) 
Single-line-scan 法による msec 時間分解能での
SERCA 構造の経時観察．下段にはその高さ方
向の断面（横軸は時間）を示す．数 msec オー
ダーで進行する反応が観察された．また，これ
らの反応が ATP 濃度依存的であることが確認
された． 
  
こうした，高速 AFM を用いた SERCA のリア
ルタイム一分子反応解析は，脂質二分子膜内
における膜タンパク質の構造変化に着目し
た 1 分子解析法であり，SERCA 以外の P 型
ATPase，さらには他の膜タンパク質の反応解
析にも応用することが可能である．現在まで
に，SERCA とは異なるサブファミリーに属
する P 型 ATPase の一例として，イヌ腎臓細
胞膜 Na+-Pump の構造観察を進めており，そ
の大きな特徴であるサブユニット構造をそ
れぞれ観察する事に成功している．さらに，
細胞内に大きく突出した-subunit に関して
は，SERCA 同様の構造の首振り運動をして
いる様子が確認された． 
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図 4. Single-line-scan 法による SERCA 反応の高時
間分解能解析．(A) SERCA 構造変化の ATP 濃度，
及び，Ca イオン濃度依存性．ATP，及び，Ca2+イ
オン濃度の増加に伴い，構造変化の頻度（スパイ
ク状のシグナル）が増加する傾向が確認された．
(B) 生理的条件における SERCA 構造変化．上記条
件より更に高濃度の ATP 存在下（1 mM ATP，及び，
100 M Ca2+イオン存在下）においては，SERCA
の顕著な構造変化が完全に消失した． 
